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3Вступ. Успіхи у вивченні молекулярних
процесів, які протікають у живих організмах,
значною мірою зумовлені появою ефективних
нерадіоактивних зондів, насамперед флуорес
центних. Без їх використання вже важко
уявити розвиток молекулярної біології, біохі
мії, медицини та біотехнології. Дуже часто
флуоресцентні та інші репортерні групи кова
лентно зв’язують із біомолекулами — нуклеї
новими кислотами, білками чи пептидами,
ліпідами та ін. Так, флуоресцентно мічені
білки застосовують в імунофлуоресцентному
аналізі, в секвенуванні білків, під час вивчення
їх клітинного метаболізму тощо. Олігонуклео
тиди, що містять флуоресцентні групи, є по
тужним біоаналітичним інструментом, який
широко використовують як ДНК/РНКзонди
у процесі твердофазної гібридизації та гомо
генної детекції нуклеїнових кислот, у секвену
ванні НК, полімеразній ланцюговій реакції
(ПЛР), під час вивчення білковонуклеїнової
взаємодії [1, 2].
Зонди на основі кумаринів (наприклад, ку
маринові барвники серії «Alexa Fluor» фірми
«Molecular Probes») мають ефективну емісію у
блакитній і фіолетовій ділянках спектра. У
цьому спектральному діапазоні випромінює
досить обмежена кількість сполук. Водночас
«блакитні» флуорофори незамінні в ряді за
стосувань, особливо для багатоколірної флуо
ресцентної детекції (автоматичне секвенуван
ня НК, microarrays). Досить часто олігонукле
отидні кон’югати із кумаринами застосовують
у методах, які ґрунтуються на ефекті FRET
(Fluorescence Resonance Energy Transfer). Так,
перші молекулярні зонди із двома флуорофо
рами були створені на основі пари 7аміноку
маринфлуоресцеїн [3].
Похідні кумаринів, як і інших репортерних
молекул, найчастіше приєднують до олігонук
леотидів постсинтетично через аміноалкіль
ний лінкер, уведений у відповідне положення
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Резюме. Описано синтез карбоксильних похідних флуоресцентних зондів на основі 7заміщених 3тіа
золілкумаринів для приєднання барвників до олігонуклеотидів та інших біомолекул. Ці реагенти включають
7гідрокси, 7метокси та 7ацетоксипохідні 3тіазоліл і 3(фенілтіазоліл)кумарину. Ключовими інтер
медіатами синтезів були 7гідроксипохідні відповідних кумаринів, що містять захищену карбоксиалкільну
групу. 7Метокси та 7ацетоксипохідні кумаринів і реагенти з вільною карбоксильною групою отримували
комбінацією реакцій ацилювання чи метилювання й кислотного гідролізу.
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біополімеру. Для приєднання до біомолекул
використовували, наприклад, Nгідроксисук
цинімідні естери по карбоксильній групі, вве
деній безпосередньо в положення С3 кумари
ну [4] або через додатковий лінкер на основі
5амінокапронової кислоти [3] чи гліцину [5].
Аліфатичну карбоксильну групу реагенту ак
тивували відповідним методом. У роботі [6] 7
аміно4трифторометилкумарин алкілували
1,3дибромпропаном із подальшим заміщен
ням атома брому в отриманій аміноалкілпохід
ній тіофосфатною групою, яка знаходилась на
3’кінці олігонуклеотиду. Одержано Срибо
зид, де агліконом слугувала похідна 7аміно
кумарину. Цей нуклеозидний аналог уводили
в олігонуклеотидну послідовність [710]. Отри
мані мічені олігомери застосували для вивчен
ня структурної динаміки ДНК у пікосекундній
часовій шкалі.
Для мічення олігонуклеотидів використо
вували 2’аміно2’дезоксиуридин, NH2групу
якого ацилювали сукцинімідним естером 7
гідрокси3карбоксикумарину. Одержану спо
луку перетворили у фосфітамід для твердо
фазного олігонуклеотидного синтезу [11]. Опи
сано приєднання кумаринів до нуклеозидів із
використанням реакції Штаудингера (взаємо
дією карбоксипохідних кумаринів із 2, 3 чи
5азидонуклеозидами після їх активації три
фенілфосфіном) [12], а також 1,3диполярне
циклоприєднання ацетиленових похідних ку
маринів до азидонуклеозидів [13].
Спектр структур флуорофорів на основі
кумаринового ядра досить обмежений. Най
кращі оптичні характеристики мають 7гідрок
си та 7амінопохідні, які також можуть місти
ти СН3 чи CF3групу в положенні С4 (уводять
для підвищення фотостабільності), карбок
сильну та СН2СООН при С3, іноді додаткові
замісники в інших положеннях. Фірма «Mole
cular Probes» пропонує фторовані похідні
7гідроксикумарину, що містять від одного до
трьох атомів фтору [14]. Найкращі характери
стики мають 6,8дифторпохідні, в яких зрос
тають фотостабільність і квантовий вихід
флуоресценції. У роботі [15] досліджено ряд
нових корових структур і методів уведення
лінкера для зв’язування кумаринових зондів
із біополімерами. Запропоновано фосфітамідні
реагенти, отримані фосфорилюванням гідрок
сиалкільних похідних кумаринів, які придатні
для прямого введення в олігонуклеотид стан
дартним твердофазним синтезом.
Інтенсивність світіння кумаринового ядра
часто збільшується, якщо в положення С3
ввести гетероароматичний замісник. Метою
цієї роботи був синтез похідних флуоресцент
них 3гетарилкумаринів, які містили б функ
ціональну групу, здатну до зв’язування з біо
молекулами. Для проведення кон’югації в
барвники вводили карбоксильну групу, яка
після активації може взаємодіяти з аміногру
пою аміномодифікованого олігонуклеотиду чи
білка. Ефективність кон’югації зростає, якщо
СООНгрупа приєднана до репортерної моле
кули через лінкер оптимальної структури.
Лінкерна група відповідної довжини необхідна
також для того, щоб зменшити вплив приєдна
ного ліганду на властивості біомолекули, на
приклад, на гібридизацію олігонуклеотидних
кон’югатів. Нами отримано серію 3тіазолілку
маринів, що містять карбоксильну групу на
аліфатичному лінкері.
Експериментальна частина. Використано
розчинники й реактиви виробництва «Макро
хім», «Хімлаборреактив» та «Укрреахім» (Ук
раїна). Піридин і діетиловий етер сушили пе
регонкою над NаОН, інші розчинники викори
стовували без додаткової очистки.
Тонкошарову хроматографію (ТШХ) про
водили на пластинах «Kieselgel 60F254»(Merck,
Німеччина) у системі CHCl3MeOH 9:1.
Спектри протонного ЯМР отримували на
спектрометрі «Varian Mercury» з робочою час
тотою 400 МГц, використовуючи тетраметил
силан як внутрішній стандарт. Величини
хімічних зсувів наведено в м.д. Хроматомас
спектри (LCMS) записували на приладі «Agi
lent 1100LC/MSD SL» із детекцією катіонів та
аніонів, обладнаному колонкою «ZorbaxC18 Ra
pid Resolution HT Cartridge» (2,1х30 mm, 1,8 µ)
із використанням градієнта 0100 % ацетоніт
рилу в 0,1%вій мурашиній кислоті. Газову
хроматомасспектроскопію (GCMS) прово
дили на приладі «Hewlett Packard HP 6890 Se
ries GC System», обладнаному детектором «HP
5973 Mass Selective Detector» і колонкою «Veb
ron ZB5» («Phenomenex», 0,25 мм х 30 м), ме
тод іонізації — електронний удар (70 eV). 
Етил[6[хлоро[5[оксогексаноат (2a). Ди
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метиловий естер 2ацетилглутарової кислоти
1a (19,53 г, 85 ммоль) розчинили в сухому етері
(120 мл) та охолодили льодом. По краплях до
дали бром (4,2 мл, 81 ммоль) за інтенсивного
перемішування й залишили на ніч за кімнат
ної температури. Наступного дня розчинник
випарили, залишок розчинили в суміші оцто
вої кислоти та концентрованої HCl (1:1) і зали
шили на 4 год за кімнатної температури, після
чого розчин нагрівали за 80 °С протягом 3 год.
Суміш випарили, додали 20 мл етанолу та
0,5 мл концентрованої сірчаної кислоти і ки
п’ятили протягом 3 год. Реакційну суміш роз
бавили CH2Cl2, промили водою і розчином бі
карбонату натрію та випарили. Темнокорич
неву масу перегнали у вакуумі (100115 °С, 2,4
2,5 мбар). Одержали 10 г жовтої рідини (вміст
αхлоркетону 2а 77 %, за даними GCMS).
Вихід 2а 47 %.
GCMS: R.t. 8,03 (4,43 %), 8,21 (13,68 %), 14,32
(4,37 %), 14,5 (77,4 %) хв. Mасспектр основного
піка: m/z 42 ([CH2CO]+), 49 ([ClCH2]+), 59
([CH2COCH2]+), 77 ([ClCH2CO]+), 95 ([ClCH2COCH2]+),
101 ([EtOCOCH2CH2]+), 119 ([ClCH2CO(CH2)3]+),
129 ([EtOCO(CH2)3]+), 147 ([ClCH2CO(CH2)3CO]+).
Етил[4[[2[ціанометил[1,3[тіазол[4[
іл]бутаноат (3a). 2ціантіоацетамід (5,64 г,
56,4 ммоль) розчинили в ізопропанолі (100 мл)
при 70 °С і по краплях додали етиловий естер
6хлоро5оксокапронової кислоти (10 г, чис
тота 77 %, 40 ммоль), суміш залишили за кім
натної температури на 48 год. Розчин випари
ли до об’єму ~40 мл і розбавили 5%ним аміа
ком, екстрагували EtOAc, органічний шар
промили водою, висушили над Na2SO4 та випа
рили у вакуумі. Одержане масло (12 г) викори
стали без додаткової очистки.
Етил[4[[2[(7[гідрокси[2[оксо[2Н[3[хро[
меніл)[1,3[тіазол[4[іл]бутаноат (4a). 2,4ди
гідроксибензальдегід (6,1 г, 44 ммоль) розчи
нили в ізопропанолі (50 мл), цю суміш додали
до сполуки 3a (12 г). Після повного розчинення
додали кілька крапель піперидину. Через
12 год реакційну суміш випарили у вакуумі,
отримане масло обробили 50%ною водною
HOAc. Жовті кристали відфільтрували, про
мили водою та висушили (вихід 3,98 г). Про
дукт перекристалізували із суміші спиртвода
(5:2) (2,08 г). Додаткову порцію речовини
(270 мг) отримали із маточного розчину. Су
марно одержали 2,35 г (8 % відносно 1а) про
дукту, що містив деяку кількість ізопропілово
го естеру (за даними 1H ЯМР). Тому частину
сирої 4a (1,8 г) розчинили в етанолі (180 мл),
додали 4 мл сірчаної кислоти та залишили на
6 днів. Реакційну суміш нейтралізували кон
центрованим аміаком, сульфат амонію від
фільтрували, розчин випарили у вакуумі. За
лишок двічі перекристалізували з етилового
спирту. Одержали жовті кристали (0,96 г,
вихід переетерифікації 53 %). Rf 0,76, Тпл 173
174 °С.
LCMS: m/z 360 ([M+1]+). 1H ЯМР (DMSO
d6): δ 1,22 (t, 3Н, J=7,2 Hz, СН3), 2,0 (quint, 2Н,
J=7,2 Hz, СН2СН2СН2), 2,33 (t, 2Н, J=7,2 Hz,
СН2COO), 2,8 (t, 2H, J=7,2 Hz, CH2CH2CH2COO),
4,60 (q, 2Н, J=7,2 Hz, ОСН2), 6,77 (d, 1Н, J=2 Hz,
8Н), 6,83 (dd, 1Н, J=2 Hz, J=8,4 Hz, 6Н), 7,2 (s,
1Н, 5тіазол), 7,67 (d, 1Н, J=8,4 Hz, 5Н), 8,78 (s,
1Н, 4Н), 10,73 (s, 1Н, ОН).
Етил[4[[2[(7[ацетокси[2[оксо[2Н[3[хро[
меніл)[1,3[тіазол[4[іл]бутаноат (5a). Сполу
ку 4a (0,26 г, 0,72 ммоль) розчинили в сухому
піридині (1,5 мл) і додали Ac2O (0,3 мл,
3 ммоль). Реакційну суміш залишили на два
дні, потім вилили у воду, осад відфільтрували,
промили водою та висушили. Отримали 210 мг
продукту (69 %). Rf 0,93, Тпл 128129 °С.
LCMS: m/z 402 ([M+1]+). 1H ЯМР (DMSO
d6): δ 1,23 (t, 3Н, J=7,2 Hz, СН3), 2,02 (quint, 2Н,
J=7,2 Hz, СН2СН2СН2), 2,332,36 [(s, 3Н, СН3СО),
(t, 2Н, СН2СОО)], 2,83 (t, 2Н, J=7,2 Hz,
СН2СН2СН2СОО), 4,07 (q, 2Н, J=7,2 Hz, ОСН2),
7,17 (dd, 1Н, J=8,4 Hz, J=2 Hz, 6Н), 7,29 (d, 1Н,
J=2 Hz, 8Н), 7,34 (s, 1Н, 5тіазол), 7,97 (d, 1Н,
J=8,4 Hz, 5Н), 8,92 (s, 1Н, 4Н).
Етил[4[[2[(7[метокси[2[оксо[2Н[3[хро[
меніл)[1,3[тіазол[4[іл]бутаноат (6a). Сполу
ку 4a (0,54 г, 1,5 ммоль), диметилсульфат
(0,18 мл, 1,9 ммоль) і карбонат натрію (0,27 г,
2,5 ммоль) кип’ятили в сухому ацетоні. Після
закінчення реакції (контроль ТШХ) суміш ви
лили у воду, осад відфільтрували, промили во
дою та висушили. Одержали жовті кристали
(0,465 г, вихід 83 %). Rf 0,93, Тпл 145146 °С.
LCMS: m/z 374 ([M+1]+). 1H ЯМР (DMSO
d6): δ 1,23 (t, 3Н, J=6,8 Hz, СН3), 2,01 (quint, 2Н,
J=7,2 Hz, СН2СН2СН2), 2,34 (t, 2Н, J=7,2 Hz,
СН2СОО), 2,81 (t, 2Н, J=7,2 Hz, СН2СН2СН2СОО),
4,07 (q, 2Н, 6,8 Hz, ОСН2), 6,95 (d, 1Н, J=8,8 Hz,
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6Н), 7,03 (s, 1Н, 8Н), 7,25 (s, 1Н, 5тіазол), 7,8
(d, 1Н, J=8,8 Hz, 5Н), 8,83 (s, 1Н, 4Н).
4[[2[(7[метокси[2[оксо[2H[3[хроменіл)[
1,3[тіазол[4[іл]бутанова кислота (7a). Спо
луку 7a (0,27 г, 0,72 ммоль) кип’ятили в суміші
НОАс/НСІ (5:2). Після закінчення реакції су
міш розбавили водою, осад відфільтрували,
промили водою та висушили. Вихід 0,24 г
(96 %). Rf 0,44, Тпл 216217 °С.
LCMS: m/z 346 ([M+1]+). 1H ЯМР (DMSO
d6): δ 1,98 (quint, 2Н, J=7,4 Hz, СН2СН2СН2), 2,28
(t, 2Н, J=7,4 Hz, СН2COO), 2,81 (t, 2Н, J=7,4 Hz,
СН2СН2СН2COO), 3,9 (s, 3Н, ОСН3), 6,95 (d, 1Н,
J=8,4 Hz, 6Н), 7,02 (s, 1Н, 8Н), 7,25 (s, 1Н, 5
тіазол), 7,81 (d, 1Н, J=8,4 Hz, 5Н), 8,85 (s, 1Н, 4
H).
4[[2[(7[гідрокси[2[оксо[2Н[3[хроменіл)[
1,3[тіазол[4[іл]бутанова кислота (8a). Спо
луку 4a (0,8 г, 2,23 ммоль) суспендували в
суміші HOAc/HCl (1:1) і нагрівали 6 год при
6070 °С, потім залишили на ніч за кімнатної
температури. Розчин розвели водою, осад від
фільтрували та перекристалізували з етанолу
(25 мл). Отримали жовті кристали (0,56 г, 75 %).
Rf 0,29, Тпл 268270 °С.
1H ЯМР (DMSOd6): δ 1,98 (quint, 2Н, J=7,6 Hz,
СН2СН2СН2), 2,28 (t, 2Н, J=7,6 Hz, СН2COO),
2,81 (t, 2Н, J=7,6 Hz, СН2СН2СН2COO), 6,77 (d,
1H, J=2 Hz, 8H), 6,83 (dd, 1H, J=8,8 Hz, J=2 Hz,
6H), 7,23 (s, 1Н, 5тіазол), 7,71 (d, 1H, J=8,8 Hz,
5H), 8,81 (s, 1Н, 4H), 10,68 (s, 1Н, OH), 12 (s,
1Н, COOH).
4[[2[(7[ацетокси[2[оксо[2Н[3[хроменіл)[
1,3[тіазол[4[іл]бутанова кислота (9a). Спо
луку 8a (0,28 г, 0,84 ммоль) розчинили при
нагріванні в піридині (1,5 мл) і додали оцтовий
ангідрид (0,3 мл, 3 ммоль). Реакційну суміш за
лишили на ніч за кімнатної температури, по
тім вилили у воду, осад відфільтрували, про
мили водою та висушили. Вихід 250 мг (79 %).
Rf 0,44, Тпл 151,5155 °С.
LCMS: m/z 374 ([M+1]+). 1H ЯМР (DMSO
d6): δ 1,99 (quint, 2Н, J=7,2 Hz, СН2СН2СН2),
2,28 (t, 2Н, J=7,2 Hz, СН2СОО), 2,33 (s, 3Н,
СН3СО), 2,84 (t, 3Н, J=7,2 Hz, СН2СН2СН2COO),
7,16 (dd, 1Н, J=8,4 Hz, J=1,2 Hz, 6Н), 7,28 (d,
1Н, J=1,2 Hz, 8Н), 7,35 (s, 1Н, 5тіазол), 7,99 (d,
1Н, 5Н), 8,94 (s, 1Н, 4Н), 12 (s, 1Н, СООН).
Етил[4[(4[ацетилфенокси)бутаноат (1b).
nГідроксиацетофенон (3,8 г, 0,28 ммоль) роз
чинили у ДМФ (30 мл), додали свіжопрожаре
ний поташ (5,1 г) і довели розчин до кипіння
(інтенсивно виділяється СО2). Увели по крап
лях етил4бромобутират (5,46 г, 28 ммоль).
Суміш кип’ятили ще 20 хв і вилили у воду.
Осад відфільтрували та перекристалізували із
водного спирту. Вихід 5,4 г (77 %). Тпл 5960 °С.
1H ЯМР (DMSOd6): δ 1,22 (t, 3H, J=7,2 Hz,
СН3), 2,03 (quint, 2H, J=6,8 Hz, CH2СН2CH2), 2,5
(t, 2H, J=6,8 Hz, СН2COO), 2,42,5 (s, CH3CO
збігся із DMSO), 4,054,1 (m, (q, 2H, ОСН2СН3),
(t, 2H, ОСН2СН2СН2СОО)), 6,95 (d, 2H, J=8,8 Hz,
2Ph, 6Ph), 7,87 (d, 2H, J=8,8 Hz, 3Ph, 5Ph).
Етил[4[[4[(бромацетил)фенокси]бутано[
ат (2b). Ацетофенон 1b (7 г, 28 ммоль) розчи
нили у 50 мл етилового спирту. Розчин нагріли
до 45 °С і додали бром (1,3 мл, 0,025 моль) пор
ціями по 0,1 мл. Коли розчин знебарвився, ре
акційну суміш вилили у воду. Випало масло,
яке швидко закристалізовується, коли злити
із нього воду. Отримали 8,66 г сірих кристалів,
які далі використовували без додаткової
очистки (за даними 1H ЯМР, містять ~15 % не
пробромованого ацетофенону). Під час крис
талізації аналітичного зразка із суміші ета
нолвода (7:3) отримали білі кристали. Тпл 38
40 °С.
1H ЯМР (CDCl3): δ 1,26 (t, 3H, J=7,2 Hz, CH3),
2,13 (quint, 2H, J=7,0 Hz, CH2CH2CH2), 2,51 (t,
2H, J=7,0 Hz, CH2СОО), 4,08 (t, 2H, J=7,0 Hz,
OCH2CH2CH2), 4,14 (q, 2H, J=7,2 Hz, OCH2CH3),
4,35 (s, 2H, BrCH2), 6,92 (d, 2H, J=8,8 Hz, 2Ph,
6Ph), 7,93 (d, 2H, J=8,8 Hz, 3Ph, 5Ph).
Етил[4[[4[(2[ціанометил[1,3[тіазол[4[
іл)фенокси]бутаноат (3b). У 30 мл ізопропа
нолу розчинили під час нагрівання (~60 °С) ці
антіоацетамід (2,87 г, 0,0287 моль). Потім дода
ли сиру бромацетильну похідну 2b (8,66 г,
0,0242 моль), витримали суміш, нагріваючи
кілька годин, а потім залишили на дві доби за
кімнатної температури. Утворені кристали
(гідробромід тіазолу) промили ізопропанолом,
додали до них надлишок розбавленого водного
аміаку й перемішували кілька годин. Осад від
фільтрували, промили водою та висушили,
отримавши 5,48 г продукту (вихід 59 % віднос
но 1b). Rf 0,8, Тпл 6264 °С.
1H ЯМР (DMSOd6): δ 1,23 (t, 3H, J=8 Hz,
CH3), 2,02 (quint, J=7 Hz, CH2CH2CH2), 2,46 (t,
2H, J=7 Hz, CH2COO), 4,02 (t, 2H, J=8 Hz,
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OCH2), 4,08 (q, 2H, OCH2CH3), 4,47 (s, 1H,
CH2CN), 6,92 (d, 2H, J=8,4 Hz, 2Ph, 6Ph), 7,78
(s, 1H, 4тіазол), 7,84 (d, 2H, J=8,4 Hz, 3Ph, 5Ph).
Етил[4[{4[[2[(7[гідрокси[2[іміно[2Н[3[
хроменіл)[1,3[тіазол[4[іл]фенокси}бутаноат
(4b). Ціанометилтіазол 3b (630 мг, 1,9 ммоль) і
2,4дигідроксибензальдегід (310 мг, 2,25 ммоль)
розчинили в ізопропанолі під час нагрівання
до ~55 °С. Додали кілька крапель піперидину,
приблизно через 20 хв почав випадати осад.
Реакційну суміш залишили за кімнатної тем
ператури на ніч. Лимонножовті кристали від
фільтрували, промили ізопропанолом і вису
шили. Вихід 844 мг (98 %). Тпл — осмолюється
без плавлення при ~190 °С.
1H ЯМР (DMSOd6): δ 1,23 (t, 3H, J=7,2 Hz, CH3),
2,04 (quint, 2H, J=7,0 Hz, CH2CH2CH2), 2,45 (t,
2H, J=7,0 Hz, CH2COO), 4,02 (t, 2H, J=7,0 Hz,
OCH2), 4,08 (q, 2H, J=7,2 Hz, OCH2CH3), 6,59 (s,
1H, 8Н), 6,69 (d, 1H, J=8,2 Hz, 6H), 7,00 (d, 2H,
J=8,2 Hz, 2Ph, 6Ph), 7,62 (d, 1H, J=8,2 Hz,
5H), 7,797,99 (m, 3H, 3Ph, 5Ph, 4тіазол),
8,55 (s, 1H, 4H, не обмінюється з D2O), 8,77 (s,
1H, NH, обмінюється з D2O), 10,54 (s, 1H, OH,
обмінюється з D2O).
Етил[4[{4[[2[(7[гідрокси[2[оксо[2Н[3[
хроменіл)[1,3[тіазол[4[іл]фенокси}бутано[
ат (5b). Імінокумарин 4b (750 мг, 1,67 ммоль)
гідролізували у 3%ній сірчаній кислоті за
60 °С протягом доби, періодично опромінюючи
в ультразвуковій бані. Осад відфільтрували,
промили водою і висушили. Одержали 750 мг
коричневої речовини. Перекристалізували з
піридину (5 мл), осад промили піридином та
спиртом і висушили за 120 °С, одержавши ли
монножовті кристали (70 мг). Маточний роз
чин розвели спиртом у два рази, осад від
фільтрували, промили СН3ОН, після висушу
вання отримали 290 мг. Сумарний вихід стано
вив 360 мг (47 %). Rf 0,81, Tпл 219220 °C (осмо
люється).
1H ЯМР (DMSOd6): δ 1,23 (t, 3H, J=7,2 Hz,
OCH2CH3), 2,03 (quint, 2H, J=6,8 Hz, CH2CH2CH2),
2,42,5 (CH2COO збігся із DMSO), 4,02 (t, 2H,
J=6,8 Hz, OCH2), 4,08 (q, 2H, J=7,2 Hz, OCH2CH3),
6,79 (d, 1H, J=2 Hz, 8H), 6,85 (dd, 1H, J=2 Hz,
J=8,8 Hz, 6H), 6,93 (d, 2H, J=8,4 Hz, 2Ph, 6
Ph), 7,71 (d, 1H, J=8,8 Hz, 5H), 7,81 (s, 1H, 4
тіазол), 7,93 (d, 2H, J=8,4 Hz, 3Ph, 5Ph), 8,93
(s, 1H, 4H), 10,8 (s, 1H, OH).
4[{4[[2[(7[гідрокси[2[оксо[2Н[3[хро[
меніл)[1,3[тіазол[4[іл]фенокси}бутанова
кислота (6b). Етиловий естер 5b (200 мг,
0,44 ммоль) суспендували в 13 мл ~7%го NаОН
і перемішували протягом доби. Розчин нейтра
лізували розведеною сірчаною кислотою до рН
~6, осад відфільтрували, промили водою та ви
сушили. Отримали жовті кристали (110 мг,
вихід 57 %). Rf 0,29, Tпл 268270 °C.
1H ЯМР (DMSOd6): δ 2,03 (q, 2H, J=6,8 Hz,
CH2CH2CH2), 2,42 (t, 2H, J=6,8 Hz, CH2COO),
4,05 (t, 2H, J=6,8 Hz, OCH2), 6,8 (d, 1H, J=2 Hz,
8H), 6,87 (dd, 1H, J=2 Hz, J=8,8 Hz, 6H), 6,95
(d, 2H, J=8,8 Hz, 2Ph, 6Ph), 7,74 (d, 1H,
J=8,8 Hz, 5H), 7,83 (s, 1H, 4тіазол), 7,96 (d, 2H,
J=8,8 Hz, 3Ph, 5Ph), 8,96 (s, 1H, 4H), 10,74 (s,
1H, OH), 12 (s, 1H, COOH).
4[{4[[2[(7[ацетокси[2[оксо[2Н[3[хроме[
ніл)[1,3[тіазол[4[іл]фенокси}бутанова кис[
лота (7b). Кислоту 6b (0,31 г, 0,73 ммоль) упа
рили із сухим піридином (5 мл), потім розчи
нили у 5 мл цього ж розчинника під час нагрі
вання та додали 1 мл оцтового ангідриду. Ре
акційну суміш витримали 3 год за кімнатної
температури, випарили, залишок перекриста
лізували з піридину (1 мл). Одержали лимон
ножовті кристали (250 мг, 74 %). Rf 0,52, Tпл
229230 °С.
1H ЯМР (DMSOd6): δ 2,01 (quint, 2H, J=7 Hz,
СH2CH2CH2), 2,34 (s, 3H, CH3CO), 2,42 (t, 2H, J=
7 Hz, CH2COO), 4,06 (t, 2H, J=7 Hz, OCH2), 6,99
(d, 1H, J=8 Hz, 2Ph, 6Ph), 7,22 (d, 1H, J=8 Hz,
6H), 7,36 (s, 1H, 8H), 7,958,06 (m, 4H, 4тіа
зол, 3Ph, 5Ph, 5H) 9,1 (s, 1H, 4H).
Метил[4[{4[[2[(7[метокси[2[оксо[2Н[3[
хроменіл)[1,3[тіазол[4[іл]фенокси}бутано[
ат (8b). До кислоти 6b (1,057 г, 2,5 ммоль) у
40 мл сухого ацетону додали диметилсульфат
(0,6 мл, 6,3 ммоль) і свіжопрожарений поташ
(1,3 г). Кип’ятили 40 хв, після цього залишили
на дві доби за кімнатної температури. Суміш
вилили у воду, осад відфільтрували, промили
водою та висушили. Перекристалізували із
суміші ДМФетанол 1:1 (20 мл) із активованим
вугіллям. Отримали лимонножовті кристали
(380 мг, 33 %). Із маточного розчину додатково
виділили 310 мг продукту. Сумарний вихід
690 мг (60 %). Rf 1, Тпл 180182 °С.
1H ЯМР (DMSOd6): δ 2,05 (quint, 2H,
J=6,8 Hz, CH2CH2CH2), 2,42,6 (CH2COOH збігся
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із DMSO), 3,64 (s, 3H, COOCH3), 3,92 (s, 3H,
OCH3), 4,04 (t, 2H, J=6 Hz, OCH2), 6,94 (d, 2H,
J=8,4 Hz, 2Ph, 6Ph), 6,99 (d, 1H, J=8,8 Hz, 6
H), 7,06 (s, 1H, 8H), 7,837,86 (m, 2H, 4тіазол,
5H), 7,96 (d, 2H, J=8,4 Hz, 3Ph, 5Ph), 8,99 (s,
1H, 4Н).
4[{4[[2[(7[метокси[2[оксо[2Н[3[хро[
меніл)[1,3[тіазол[4[іл]фенокси}бутанова
кислота (9b). 310 мг (0,69 ммоль) сполуки 8b
(отриманих із маточного розчину на поперед
ньому етапі) розчинили в суміші НОАс/НСl
1:1 (40 мл) і кип’ятили 4 год. Додали 20 мл во
ди, кип’ятили суміш ще 1 год і залишили на ніч
за кімнатної температури. Осад відділили цен
трифугуванням (5000 об/хв, 10 хв), промили
спиртом (20 мл) і повторно відцентрифугували
та висушили. Перекристалізували із 2 мл
піридину. Отримали 70 мг лимонножовтих
кристалів (23 %). Rf 0,56, Тпл 270272 °C. 
1H ЯМР (DMSOd6): δ2,03 (quint, 2H, CH2CH2CH2),
2,42 (t, 2H, J=7,2 Hz CH2COO), 3,92 (s, 3H,
OCH3), 4,05 (t, 2H, J=7,2 Hz, OCH2), 6,97,0 (m,
3H, 2Ph, 6Ph, 6H), 7,7 (s, 1H, 8H), 7,84 (d, 1H,
J=8 Hz, 5H), 7,86 (s, 1H, 4тіазол), 7,98 (d, 2H,
J=8 Hz, 3Ph, 5Ph), 9,03 (s, 1H, 4H).
Метил[4[{4[[2[(7[гідрокси[2[оксо[2Н[3[
хроменіл)[1,3[тіазол[4[іл]фенокси}бутано[
ат (10b). До 6b (1,05 г, 2,5 ммоль) у 50 мл мета
нолу додали 2 мл концентрованої сірчаної кис
лоти і кип’ятили 4 год. Після охолодження ли
монножовті кристали відфільтрували, про
мили водою та висушили у вакуумі масляного
насосу. Вихід 860 мг (78 %). Порцію речовини
(572 мг) перекристалізували з піридину (2 мл).
Одержали 374 мг (вихід кристалізації 65 %). Rf
0,81, Тпл 205212 °С.
1H ЯМР (DMSOd6): δ 2,05 (quint, 2H, J=6,8 Hz,
CH2CH2CH2), 2,452,55 (СН2СОО збігся із DMSO
d6), 3,64 (s, 3Н, ОМе), 4,05 (t, 2H, J=6,4 Hz,
OCH2), 6,79 (d, 1H, J=2 Hz, 8H), 6,86 (dd, 1H,
J=2 Hz, J=8,4 Hz, 6H), 6,94 (d, 2H, J=8,8 Hz, 2
Ph, 6Ph), 7,73 (d, 1H, J=8,4 Hz, 5H), 7,83 (s, 1H,
4тіазол), 7,96 (d, 2H, J=8,8 Hz, 3Ph, 5Ph),
8,95 (s, 1H, 4H), 10,8 (s, 1H, OH). 
Метил[4[{4[[2[(7[ацетокси[2[оксо[2Н[3[
хроменіл[1,3[тіазол[4[іл]фенокси}бутаноат
(11b). Сполуку 10b (0,31 г, 0,71 ммоль) розчи
нили в піридині (4 мл) під час нагрівання та до
дали оцтовий ангідрид (0,2 мл, 2,1 ммоль). Ре
акційну суміш витримали 3 год при 70 °С і за
лишили на ніч за кімнатної температури.
Потім вилили її у воду, виділили 345 мг про
дукту, який перекристалізували із піридину
(3 мл). Отримали лимонножовті кристали
(210 мг, 62 %). Rf 0,94, Tпл 192194 °С.
1H ЯМР (DMSOd6): δ 2,05 (quint, 2H,
J=6,8 Hz, CH2CH2CH2), 2,34 (s, 3H, CH3CO),
2,452,55 (CH2COO збігся із DMSO), 3,64 (s, 3H,
OCH3), 4,05 (t, 2H, J=6,8 Hz, OCH2), 6,95 (d, 2H,
J=8,4 Hz, 2Ph, 6Ph), 7,19 (dd, 1H, J=8,4 Hz,
J=2 Hz, 6H), 7,30 (d, 1H, J=2 Hz, 8H), 7,938,01
(m, 4H, 4тіазол, 3Ph, 5Ph, 5H), 9,06 (s, 1H, 4
H).
Результати й обговорення. Нами розробле
но методи синтезу серії похідних 7гідрокси3
гетарилкумарину, які містять карбоксиал
кільну групу, для проведення реакції кон’юга
ції барвників із аміноалкілмодифікованими
олігонуклеотидами чи іншими аміновмісними
біомолекулами. Принципово можливе приєд
нання СООНмодифікованих репортерних мо
лекул і до гідроксильних сполук через естер
ний зв’язок, хоча цей підхід використовують
досить рідко.
Як гетероароматичний замісник у поло
женні С3 кумаринового ядра використали
тіазол і 4фенілтіазол. При початковій оцінці
інтенсивності флуоресценції великої серії 3
гетарилзаміщених кумаринів тіазольні похідні
продемонстрували особливо яскраве світіння,
тому здавалось природним отримання реа
гентів на основі саме цих похідних. Загальні
методи синтезу кумаринових систем із 3гета
рильними замісниками розглянуто в роботах
[1618]. Ми вирішили провести синтез шляхом
конденсації 2,4дигідроксибензальдегіду з
певним заміщеним ацетонітрилом. Тіазоли із
ціанметильною групою в положенні С2 отри
мували взаємодією ціантіоацетаміду та відпо
відного αгалогенкетону, як описано в [19]. У
барвники вводили СООНгрупу на алкільному
лінкері, який складається з трьох метилено
вих ланок. Вибір такого лінкера був обумовле
ний доступністю потрібних реагентів і просто
тою синтезу. Щоб мінімізувати вплив заміс
ників на флуоресценцію кумаринового ядра,
лінкерну групу вводили в гетарильну частину
молекули.
Електронні спектри поглинання та флуо
ресценції можуть відрізнятися для кумаринів
Я.Б. Кузів та ін.
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із вільною карбоксильною групою та барвни
ків, зв’язаних з іншою молекулою через амід
ний чи естерний зв’язок, оскільки в останньо
му випадку залишок кумарину вже не містить
рухливого кислотного протона. Тому для конт
ролю бажано було одержати й похідні кума
ринів нейтрального характеру — в нашому ви
падку це були естери (їх отримання технічно
простіше, ніж синтез амідів).
У результаті синтезували дві серії кумари
нових похідних із вільною та захищеною кар
боксиалкільною групою — із 3тіазольним і
3фенілтіазольним замісником (сполуки від
повідно серій a та b).
Синтез реагентів тіазольної серії. Стра
тегію синтезу 3тіазолзаміщених кумаринів
подано на схемі 1. Синтез сполук тіазолільного
ряду почали із бромування ацетилглутарату
1a, яке здійснювали за методикою [20]. Основ
ним компонентом отриманої суміші продуктів
у результаті проведення декарбоксилювання
в присутності конц. HCl була не бром, а хло
рацетильна похідна 2а (за даними газової хро
матографії, її вміст становив 77 %). Одержаний
галогенований продукт без додаткової очистки
обробляли ціантіоацетамідом в ізопропанолі
протягом доби. Утворене масло без виділення
ціанметилтіазолу 3a вводили в реакцію із 2,4
дигідроксибензальдегідом у присутності піпе
ридину. Виявилось, що продукт 4a, на відміну
від інших компонентів реакційної суміші, не
розчинний в 50%ній оцтовій кислоті і може
бути виділений таким чином. Однак під час
проведення реакції конденсації в ізопропанолі
частина продукту внаслідок часткової переес
терифікації переходить в ізопропіловий естер.
Тому проводили додаткову переестерифіка
цію в етанолі в умовах кислотного каталізу.
Після кристалізації з етилового спирту отри
мали ключовий 7гідроксикумарин 4a у ви
гляді лимонножовтих кристалів.
Було дібрано оптимальні послідовності ре
акцій ацетилювання, метилювання та гідролі
зу, що дало змогу отримати із 7гідроксильно
го інтермедіату 4a метокси та ацетоксипохід
ні тіазолілкумаринів з вільною та захищеною
карбоксильною групами.
Синтез етеру 6a проводили метилюванням
інтермедіату 4a диметилсульфатом у сухому
ацетоні. Половину одержаної 7метоксипохід
ної піддали гідролізу сумішшю оцтової та со
ляної кислот у співвідношенні 1:1, одержавши
кислоту 7a. Ацилювання етилового естеру 7
гідроксикислоти 4a проводили оцтовим ангід
ридом у піридині (вихід ацетоксипохідної 5a
становив 72 %). Кислоту 8a одержали гідролі
зом етилового естеру 7гідроксипохідної 4a,
який провели в суміші оцтової та соляної кис
Синтез реагентів на основі 7[заміщених 3[тіазолілкумаринів для ковалентного мічення олігонуклеотидів
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Схема 1
Синтез тіазолільних похідних кумаринів
Примітки. (i). 1. Br2, Et2O, 0 °C, 2. HCl[HOAc 1:2, 80 °C, 3. MeOH, H2SO4; (ii). NCCH2С(S)NH2, ізопропа[
нол; (iii). 1. 2,4[дигідроксибензальдегід, піперидин, 2. EtOH, H2SO4; (iv). Ac2O, Py; (v). Me2SO4, ацетон,
К2СО3; (vi). HCl[HOAc 1:2, 100[110 °C; (vii). HCl[HOAc 1:2, 60[70 °C; (viii). Ac2O, Py.
лот, при цьому спостерігалося часткове аци
лювання 7гідроксильної групи (за даними
ТШХ). Частину отриманого продукту 8a про
ацилювали оцтовим ангідридом (3 екв) у піри
дині з утворенням 7ацетоксипохідної 9a
(вихід 78 %).
Синтез реагентів фенілтіазольної серії.
Метод отримання кумаринових похідних цієї
серії подано на схемі 2. Вихідну сполуку 1b
одержали алкілуванням nгідроксиацетофе
нону етиловим естером 4броммасляної кисло
ти в киплячому диметилформаміді з викорис
танням поташу як основи. Реакція перебігала
без значних побічних процесів і з кількісною
конверсією. Бромування ацетофенону 1b здій
снили бромом в етиловому спирті при 4550 °С
(уводили 0,8 екв Br2, щоб уникнути утворення
дибромпохідної). Отриманий карбоксиалкіл
модифікований бромацетофенон 2b містив де
яку кількість (до 15 %) непробромованого ви
хідного ацетофенону 1b, який, однак, не всту
пає в реакцію на наступному етапі, тому одер
жаний продукт використовували без додатко
вої очистки. Сполуку 2b потрібно зберігати в
темноті, оскільки на світлі вона деградує. Про
дукт бромування обробляли ціантіоацетамі
дом в ізопропіловому спирті протягом 50 год. Із
реакційної суміші випадала суміш тіазолу 3b і
його гідроброміду. Після її обробки водним
аміаком вихід вільної основи 3b становив 56 %.
Конденсацію ціанметилтіазолу 3b із 2,4
дигідроксибензальдегідом проводили в ізопро
панолі при 5560 °С із використанням піпери
дину як основи. Вихід імінокумарину 4b був
майже кількісним (98 %). Використовуючи
обмін рухливих протонів, вдалося однозначно
розрізнити в 1H ЯМРспектрі сигнали протонів
С4Н (8,5 м.д.) і NН (8,77 м.д.). Гідроліз іміногру
пи здійснювали 3%ною сірчаною кислотою
при 60 °С, періодично опромінюючи ультра
звуком, при цьому протікав і частковий гідро
ліз естерної групи. У процесі тестової криста
лізації із піридину вдалося розділити кислоту
6b та естер 5b (останній випадає в осад), але у
препаративних цілях одержану суміш гідролі
зували 37%ним NаOH протягом доби з утво
ренням сполуки 6b. Ця 7гідроксипохідна ку
марину з вільною карбоксильною групою була
Я.Б. Кузів та ін.
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Схема 2
Синтез фенілтіазолільних похідних кумаринів
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Примітки. (i). Br(CH2)3COOEt, Na2CO3, ДМФ, 154 °С; (іі). Br2, EtOH, 40[50 °C; (iii). NCCH2C(S)NH2, ізо[
пропанол; (iv). 2,4[дигідроксибензальдегід, піперидин, ізопропанол; (v). H2SO4 (3 %); (vi). NaOH (3[7 %);
(vii). Ac2O, Py; (viii). Me2SO4, Na2CO3, ацетон; (ix). НОАс[НС 1:1; (x). MeOH, H2SO4; (xi). Ac2O, Py.
ключовим інтермедіатом для отримання 7ме
токси та 7ацетоксипохідних кумаринів з
вільною чи естерифікованою карбоксигрупою.
Як і у випадку тіазолільних похідних кума
ринів, знайдено оптимальний порядок прове
дення реакцій метилювання, ацилювання та
гідролізу, що дало змогу отримати серію кума
ринових похідних 7b11b.
Метиловий естер 7гідроксикумарину 10b
одержали кип’ятінням вихідної кислоти 6b у
метанолі у присутності сірчаної кислоти (вихід
82 %). Інтермедіат 8b синтезували з виходом 61 %
метилюванням 7гідроксикислоти 6b диме
тилсульфатом у сухому ацетоні. При цьому
відбувалась одночасна етерифікація як гід
роксильної, так і карбоксильної групи. Гідро
лізом його естерної групи під час кип’ятіння в
суміші НОАск/НСl 1:1 із виходом 23 % отрима
ли реагент 9b із вільною карбоксильною гру
пою. Синтез 7ацетильованої кислоти 7b і її
метилового естеру 11b проводили в піридині
ацилюванням 7гідроксипохідних 6b і 10b оц
товим ангідридом у піридині протягом ~20 год
(кімнатна температура, вихід відповідно 73 і 62 %).
Виділення фенілтіазолільних похідних ку
маринів під час нейтралізації кислого чи луж
ного розчину часто ускладнене в результаті
утворення колоїдів, що, на нашу думку, є при
чиною низьких виходів у ряді випадків (на
приклад, 9b).
Структуру всіх отриманих препаратів се
рій a та b підтверджено за допомогою протон
ного ЯМР, а в багатьох випадках і хромато
масспектроскопією.
Висновки. Отже, нами отримано ряд нових
реагентів для ковалентного мічення олігонук
леотидів та інших біомолекул через утворення
амідного зв’язку, а саме 7гідрокси, 7меток
си та 7ацетоксипохідні 3тіазоліл та 3(фе
нілтіазоліл)кумаринів, що містять карбокси
алкільну групу в гетарильному фрагменті.
Ключовими інтермедіатами синтезів були 7
гідроксикумарини з естерифікованою СООН
групою на алкільному лінкері, з яких шляхом
ацилювання, метилювання та гідролізу отри
мували 7метокси та 7ацетоксипохідні з ес
терифікованою чи вільною карбоксильною
групою. Отримані сполуки тіазольної серії ма
ють інтенсивне блакитне світіння, а фено
кситіазольні аналоги — лимонножовту флуо
ресценцію. Синтезовані карбоксимодифіко
вані барвники можуть бути ковалентно при
єднані до біомолекул після активації їх СООН
групи відповідними реагентами, спектр яких
достатньо широкий [21, 22]. Реагенти 7a, 8a та
9a на основі 3тіазолілкумарину вже було ус
пішно використано для одержання кон’югатів
флуоресцентних барвників із модельними олі
гонуклеотидами T10 і Т15 [23]. Результати спек
тральнофлуоресцентних досліджень отрима
них похідних кумаринів та їх олігонуклеотид
них кон’югатів будуть опубліковані окремо.
Безумовно, синтезовані карбоксиалкільні реа
генти можна ковалентно приєднувати і до
інших біополімерів і низькомолекулярних спо
лук, що містять аміногрупу.
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Synthesis of reagents based on 7substituted 3thiazolylcoumarins for covalent labeling of oligonucleotides
Ia.B. Kuziv1, V.V. Ishchenko2, V.P. Khilya2, I.Ya. Dubey1
1 Institute of Molecular Biology and Genetics, NAS of Ukraine
150 Zabolotny Str., Kyiv, 03143, Ukraine
2 Department of Chemistry, Taras Shevchenko National University
64 Volodymyrska Str., Kyiv, 01033, Ukraine
Summary. The synthesis of carboxyl derivatives of fluorescent probes based on 7substituted 3thiazolylcoumarins
for the attachment of the dyes to oligonucleotides and other biomolecules is described. They include 7hydroxy, 7
methoxy and 7acetoxy derivatives of 3thiazolyl and 3(phenylthiazolyl)coumarin. The key intermediates in the syn
thesis were 7hydroxy derivatives of corresponding coumarins containing protected carboxyalkyl group. Their syn
thesis was performed by condensing 2,4dihydroxybenzaldehyde with two 2(cyanomethyl)thiazoles containing ester
function on an alkyl linker. Thiazole derivatives were in turn obtained by the condensation of cyanothioacetamide with
corresponding αhaloketones. 7Methoxy and 7acetoxy coumarin derivatives and reagents with free carboxylic group
were obtained by the combination of acylation, methylation and acidic hydrolysis reactions.
Keywords: coumarins, fluorescent probes, covalent labeling, oligonucleotides conjugates.
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